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期研究发现，M.aeruginosa PCC7806 胞外分泌蛋白 MrpC 呈纳米长纤维网状结构，
因而具有很好的细胞悬浮特性。进一步研究其丝状结构的形成过程对认识蓝藻水
华的形成机制和防治有重要的意义。本论文研究 MrpC 蛋白在藻细胞内的定位分
布及其互作蛋白，可以帮助了解 MrpC 蛋白的合成组装分泌过程。MrpC 是糖蛋白，
在 mrpC 基因的下游有两个含有糖基化转移酶的基因，分别是 slpA、slpB 基因。
敲除 slpA、slpB 基因对于了解 MrpC 与 SlpA、SlpB 之间的关系具有重要意义。
本文研究的主要内容和结果如下：
（1）利用免疫胶体金标记技术定位铜绿微囊藻 PCC7806 的分泌蛋白 MrpC，结果




没有成功筛选到 MrpC 的互作蛋白。用酵母双杂交发现 MrpC 蛋白能够发生自身相
互作用，并且成功筛选到 7 个可能与 MrpC 存在相互作用的蛋白。这些蛋白的发
现为进一步研究 MrpC 蛋白的合成组装及分泌过程提供了新的思路。
（3）Glyco是 SlpA蛋白 C-端保守结构域，具有糖基化转移酶结构域。克隆Glyco
基因，构建 pGADT7-Glyco 载体。将 pGADT7-Glyco 转化酵母菌 Y187，结果显示 MrpC




















Microcystis aeruginosa is a common water bloom. Our previous study found that
the secreted protein MrpC from M. aeruginosa PCC 7806 which has network
structure shows prominent suspension characteristics. We further studied the
formation of its filamentous structure, it has great significance for understanding the
formation of cyanobacterial blooms. This research studied the localization and
interacting proteins of MrpC,it can further understand the synthesis,assembly and
secret of MrpC. MrpC is a glycoprotein, two glycosyl transferase gene, slpA and slpB,
are located downstream of the mrpC gene. The knockout of slpA and slpB is
significant for understanding the relationship between MrpC and SlpA or SlpB. The
main research results were as follows:
(1) We localized the secreted protein MrpC in M. aeruginosa PCC 7806 with
immuno-gold labeling, MrpC was mainly found in the area of wall and sheath,
thylakoid area. Monomer of MrpC assembled to filamentous protein in the
intracellular and transported to extracelluar matrix. We speculated that MrpC polymer
is positioned on the cell wall according to the electron micrograph of plasmolysis.
(2) We used co-immunoprecipitation and yeast two-hybrid to screen the interacting
protein of MrpC, but we failure to screen the interacting protein of MrpC using
co-immunoprecicpitation. We found that MrpC have self-interaction in yeast using
yeast two-hybrid. We finally found 7 proteins potentially interacted with MrpC using
yeast two-hybrid, the discovery of these proteins provides new ideas for further
research the formation of its flilamentous structure and secret of MrpC.
(3) Glyco, a C-terminal conserved protein domains of SlpA, has a glycosyl
transferase domain. We cloned the Glyco gene, constructed pGADT7-Glyco,
pGADT7-Glyco is transferred to yeast Y187,the results demonstrated that MrpC was
not interacted with Glyco in yeast. We need further verificate the relationship between
MrpC and SlpA.
(4) We respectively constructed homologous integration vector of slpA &slpB, not
find any transformants. We need explore the optimization condition of transformed
them to M. aeruginosa PCC 7806 using eletroporation. Although we did
eletroporation.


























































































































约 14kDa 的蛋白，经过 MALDI-TOF-MS 鉴定，该蛋白为 M. aeruginosa PCC 7806
的分泌蛋白 MrpC（microcystin-ralated protein C）。
MrpC 最早是由 Zilliges 等[25]在 2008 年发现与鉴定的。MrpC 存在两种亚型，
分子量大小分别为 14kDa 和 17kDa，前者分泌在培养基中，而后者和细胞表面联















生型相比，△mcyB 突变株中 MrpC 表达量显著增加，并且细胞间表现出明显的
聚集现象。免疫荧光显微镜结果显示 MrpC 定位于整个细胞表面，细胞与细胞之
间具有黏附作用（如图 1.1 所示）。
图 1.1 M. aeruginosa PCC 7806 △mcyB 突变株与 WT 的免疫荧光图[25]
Fig 1.1 Immunofluorescence micrographs of the mcyB mutant and WT strains
of M. aeruginosa PCC 7806 obtained by using the antibody against MrpC
and a FITC-coupled secondary antibody.
本实验室的秦灵靓[26]将 MrpC 蛋白稀释至 25-50μg/ml，负染干燥后置于冷
冻电镜下观察。冷冻电镜结果显示 MrpC 为直径约为 13nm 的纳米纤维。纳米纤维
的排列不规律，有的多束纳米纤维并排形成簇，不同空间排列的纤维丝或平行排
列或纵横交错（如图 1.2 左图所示）。将 MrpC 蛋白稀释至 30μg/ml，溶液经 1%
的磷钨酸负染干燥后，透射电镜下进行观察。透射电镜结果显示 MrpC 为直径在




















图 1.2 MrpC 蛋白冷冻电镜和透射电镜观察图[26]
Fig. 1.2 Cryo-EM and TEM image of MrpC













































Agarwal 等[32]用胶体金标记集胞藻（Synechocystis）PCC 6803 的 RuBisco，通
过实验发现 RuBisco 定位在集胞藻的类囊体膜上。（2）胶体金标记示踪。早在




面；在 37℃孵育 30s，金颗粒进入细胞膜的凹陷中；1min 时，则位于细胞内的
囊泡中；5 分钟后位于次级溶酶体中。（3）免疫层析分析。胶体金颗粒的高电































酵母双杂交技术最早是由 Fields 和 Song[37]在 1989 年提出并初步建立的。它
是建立在对真核生物调控转录起始过程认识。细胞起始基因转录需要反式转录激
活因子参与。转录激活因子一般具有两个或者两个以上独立的功能结构域，其中




因转录因子特异的 BD 融合构建成 BD-X 载体，同时将蛋白质 Y（即猎物蛋白，Prey
protein）与 AD 融合构建成 AD-Y 载体，将两个质粒转进酵母中进行表达。当编
码两种结构域的基因在酵母细胞核内同时表达时，蛋白 X与 Y之间若存在相互作
用，就会使 AD 与 BD 两结构域上的上游活化序列（upstream activation
sequence,UAS）相互接近，进而激活转录过程，使报告基因（如 His3、Ade2、
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